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Estudos prévios têm demonstrado que a suplementação crônica com óleo de fígado 
de tubarão (OFT) melhora a resposta imunitária de linfócitos, macrófagos e 
neutrófilos. De forma semelhante, o treinamento físico também tem a capacidade de 
estimular o sistema imunitário. Nosso principal objetivo foi investigar o efeito da 
suplementação crônica com OFT sobre parâmetros imunitários de ratos treinados. 
Ratos Wistar machos foram divididos em quatro grupos: sedentários (SED, n= 20), 
sedentários suplementados com OFT (SEDoft, n= 20), exercitados (EX, n= 17) e 
exercitados suplementados (EXoft, n= 19). Os animais nadaram por 6 semanas, 90 
min por dia, 4 vezes por semana em meio liquido a temperatura de 32± 1 °C, com 
uma sobrecarga correspondente a 6% do massa corporal presa ao tórax de cada 
rato. Os animais foram ortotanasiados 48 h após a última sessão de treinamento. A 
suplementação com OFT não alterou a fagocitose, volume lisossomal, a produção 
de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio dos macrófagos peritoneais e 
neutrófilos sanguíneos. A proliferação de linfócitos do timo e baço foi 
significativamente maior nos grupos SEDoft, EX e EXoft quando comparadas à do 
grupo SED (P < 0.05). A proliferação de linfócitos associados ao intestino, por outro 
lado, foi similar entre os quatro grupos experimentais. Nossos achados demonstram 
que o OFT e o EX são realmente hábeis em aumentar a proliferação linfocitária, 
porém sua associação não induziu a um efeito sinergista sobre a resposta imunitária 
























Previous studies have reported that shark liver oil (SLO) chronic supplementation  
improves immune response of lymphocyte, macrophage, and neutrophil. Likewise 
exercise training also has been shown to stimulate the immune system. We are not 
aware of any study about the association of exercise and SLO supplementation on 
immune response. Our main goal was to investigate the effect of chronic 
supplementation with SLO on immune innate and adaptive response of exercise-
trained rats. Male Wistar rats were divided into four groups: sedentary (SED, n = 20), 
sedentary with SLO supplementation (SEDslo, n = 20), exercised (EX, n = 17) and 
exercised supplemented with SLO (EXslo, n = 19). Rats swam for 6 weeks, 90 min 
h/day, 4 times per week in water at 32 ± 1 °C, with a load of 6.0% body weight 
attached to the torax of rat. Animals were killed 48 hours after the last exercise 
session. SLO supplementation did not change phagocytosis, lysosomal volume, 
superoxide anion and hydrogen peroxide production by peritoneal macrophages and 
blood neutrophils. Thymus and spleen lymphocyte proliferation were significantly 
higher in SEDslo, EX, and EXslo groups when compared to SED group (P < 0.05). 
Gut associated lymphocyte proliferation, on the other hand, was similar between the 
four experimental groups. Our findings show that SLO and EX indeed are able to 
increase lymphocyte proliferation but their association did not induce further 























CD4- “Cluster of differentiation 4” 
CD8- “Cluster of differentiation 8” 
Con-A- Concanavalia A 
ELISA- “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” 
H2O2 - Peróxido de hidrogênio 
IL-1- Interleucina 1 
IL-6- Interleucina 6 
LPS- Lipopolissacarídeo 
NBT- “Nitroblue tetrazolium” 
NK- Células “Natural Killer” 
O-²- Ânion superóxido 
PBS- Solução tampão fosfato-salina 
PHA- “Phitoemaglutinina 
PK-C- Proteína quinase  
PUFA- “Polyunstaturated Fatty Acids” 
Rpm - Rotações por minuto 
Th- Célula auxiliar T helper 
TNF- Fator de Necrose Tumoral 
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1.1 SISTEMA IMUNITÁRIO 
 
 
A função primária do sistema imunitário é a proteção do hospedeiro 
contra microorganismos patogênicos (CHAPLIN, 2006). A defesa contra os 
microorganismos é mediada pelas reações iniciais da imunidade inata e pelas 
reações mais tardias da imunidade adquirida. A imunidade inata consiste de 
mecanismos existentes antes da infecção, os quais possuem rápidas respostas aos 
microorganismos e que reagem essencialmente do mesmo modo às infecções 
repetidas. Os componentes principais da imunidade inata são: (1) barreiras físicas e 
químicas (epitélios e substâncias antimicrobianas produzidas nas superfícies 
epiteliais); (2) células fagocíticas (neutrófilos, macrófagos) e células natural killer 
(NK); (3) proteínas do sangue (incluindo os componentes do sistema complemento e 
outros mediadores da inflamação); e (4) citocinas, proteínas que regulam e 
coordenam muitas das atividades das células da imunidade inata, a qual proporciona 
as linhas iniciais de defesa contra os microorganismos (ABBAS et al., 2003). 
Os neutrófilos são a primeira linha de defesa contra 
microorganismos invasores, constituindo 50-60 % de todos os leucócitos circulantes. 
Essas células também estão envolvidas na síntese e liberação de citocinas 
imunomodulatórias que influenciam a funcionalidade de linfócitos B e T, possuindo, 
portanto, um papel eferente, como fagocitose e degranulação, e aferente, como 
liberação de moléculas imunomoduladoras (PYNE, 1994).   
Os macrófagos se originam de um precursor celular na medula 
óssea, sendo posteriormente transferidos para a circulação sanguínea como 
monócitos, onde ali permanecem por diversas horas até migrarem para os tecidos 
diferenciados em macrófagos (NATHAN, 1983). O macrófago atua como célula 
chave no início e operação de muitos componentes da função imunitária, uma vez 
que essas células fazem parte de um sistema celular altamente regulado e versátil. 
Como possuem atividade microbicida, os macrófagos são capazes de reconhecer e 
destruir invasores extracelulares ou intracelulares, sendo estes procariotos ou 




atuarem em uma grande variedade de funções do organismo, como o metabolismo 
de ferro e de lipídeos. O grande número de produtos gerados e secretados pelos 
macrófagos auxilia na regulação de outras células, incluindo fibroblastos e células 
envolvidas na formação do componente mielóide da medula óssea (COHN, 1982) 
Em contraste com a imunidade inata, os mecanismos de defesa 
mais altamente evoluídos são estimulados pela exposição aos agentes infecciosos e 
aumentam em magnitude e capacidade defensiva em cada exposição sucessiva a 
um microorganismo em particular, sendo denominada de imunidade adquirida, pelo 
fato desta forma de imunidade desenvolver-se em resposta à uma infecção e 
adaptar-se a ela. As características que definem este tipo de imunidade incluem a 
grande especificidade para as distintas macromoléculas e a capacidade de memória, 
assim respondendo mais vigorosamente às repetidas exposições ao mesmo 
microorganismo. Em função de sua grande especificidade em distinguir diferentes 
microorganismos e macromoléculas, a imunidade adquirida também é denominada 
de imunidade específica, sendo os linfócitos seus componentes. Os produtos e 
substâncias estranhas que induzem as respostas específicas ou são alvo dessas 
substâncias são chamadas de antígenos (ABBAS et al., 2003). 
Após exposição ao antígeno ou outro agente que altere a 
homeostase do organismo, os linfócitos tornam-se ativados para entrar no ciclo 
celular e se proliferarem (BAUM; LIESEN; ENNEPER, 1994). 
O sistema imunológico inato e adaptativo (ou adquirido) são 
freqüentemente descritos como vias separadas contrastando a resposta do 
hospedeiro; no entanto, essas respostas usualmente atuam juntas, com a resposta 
inata representando a primeira linha de defesa e a resposta adaptativa tornando-se 
proeminente após diversos dias quando as células antígeno-específico B e T têm se  
submetido a expansão clonal. Além disso, as células antígeno-específico amplificam 
suas respostas por recrutamento de mecanismos efetores inatos para gerar o 
completo controle dos microorganismos invasores. Dessa forma, embora as 
respostas imunológica inata e adaptativa sejam fundamentalmente distintas em seus 
mecanismos de ação, a sinergia entre essas é essencial para uma resposta 
imunológica inteiramente efetiva e intacta (CHAPLIN, 2006). 
A comunicação dentro do sistema imunitário adaptativo e entre os 
sistemas inato e adaptativo ocorre por contato direto célula-célula e pela produção 




citocinas que agem regulando a atividade das células que produzem citocinas e/ou 
de outras células. Cada citocina pode ter múltiplas atividades sobre diferentes 
células. As citocinas agem por se ligarem a receptores específicos na superfície 
celular e assim induzir mudanças no crescimento, desenvolvimento ou atividade da 
célula alvo. Citocinas pró-inflamatórias são predominantemente produtos do sistema 
imunitário. Entretanto, células endoteliais e fibroblastos também têm capacidade 
para produzi-las. A citocina denominada TNF (“tumor necrosis factor”) age como 
desencadeadora para ativar cascatas de produção de citocinas. O TNF é liberado 
rapidamente em resposta a agentes inflamatórios e infecciosos, e induz a produção 
de grande número de outras citocinas (CALDER, 2001; GRIMBLE, 1998). TNF-α, IL-
1 e IL-6 são as citocinas mais importantes produzidas por monócitos e macrófagos. 
Estas citocinas estimulam neutrófilos, monócitos e macrófagos a iniciarem a 
destruição de células bacterianas e tumorais, estimulam a proliferação de linfócitos T 
e B e também estimulam a produção de outras citocinas. A produção de quantidades 
apropriadas de TNF, IL-1 e IL-6 são raramente benéficas em resposta à infecção, 
mas sua produção inapropriada pode ser perigosa e estas citocinas, principalmente 
o TNF, são causas de respostas patológicas que ocorrem em condições 
inflamatórias (CALDER, 2001). Todas as células nucleadas do organismo produzem 
citocinas, e similarmente expressam seus receptores em suas membranas 
(TANIGUCHI, 1995).  
 
 
1.2 EXERCÍCIO FÍSICO E O PROCESSO INFLAMATÓRIO  
 
 
O exercício físico provoca distúrbios em muitos componentes do 
sistema imunitário (ROWBOTTOM; GREEN, 2000; AKIMOTO; FURUDATE; SAITOH 
et al., 2002; JILMA; EICHLER; STOHLAWETZ et al., 1997; KELLEY, 2001), incluindo 
alteração no número de neutrófilos (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006), 
elevadas concentrações de interleucina IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF-
α) (OSTROWSKI; ROHDE; ASP et al., 1999; VASSILAKOPOULOS; KARATZA; 
KATSAOUNOU et al., 2003). Essas citocinas são conhecidas por estarem também 




O processo inflamatório pode ser originado através de uma 
variedade de mecanismos fisiológicos, os quais incluem a introdução de patógenos 
e modificações no sistema orgânico, como estresse químico, térmico ou mecânico 
(BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006). Na medicina do esporte, o termo 
inflamação é freqüentemente usado para descrever uma série de sinais e sintomas 
após dano tecidual muscular ou ósseo, sendo que essa denominação foi 
originalmente usada para descrever quatro classes de eventos que afetam a 
resposta do tecido ao trauma: vermelhidão, inchaço, aumento da temperatura e dor 
(ROCHA e SILVA, 1994). A tentativa de se reduzir ou prevenir esses sinais e 
sintomas da inflamação após trauma tecidual tem tornado-se um dogma, sendo que 
os mecanismos responsáveis pela inflamação no reparo e cicatrização de tecido 
ainda não estão completamente compreendidos (BUTTERFIELD; BEST;  MERRICK, 
2006). 
O processo inflamatório é definido como a proliferação de células 
sanguíneas brancas após dano tecidual muscular (QUINDRY; STONE; KING et al., 
2003). Desse modo, a resposta inflamatória origina-se logo no início do exercício 
físico, quando a quantidade de neutrófilos circulantes aumentam significativamente 
(QUINDRY; STONE; KING et al., 2003; McINTYRE; REID; LISTER et al., 2000). Os 
neutrófilos são as primeiras populações de células sanguíneas brancas a chegarem 
e atuar em resposta inflamatória durante o exercício físico ou dano muscular, além 
disso, estas células possuem mecanismos de defesa específicos e não-específicos, 
alguns dos quais são capazes de causar dano tecidual adicional (PEAK, 2002; 
CANNON; ORENCOLE; FIELDING et al., 1990; ARMSTRONG, 1990). 
No passado, os efeitos iniciais do dano excêntrico causado pelo 
exercício físico foram propostos serem resultado de um elevado número de 
neutrófilos circulantes, uma vez que essas células são requeridas para entrar no 
local de injúria e iniciar a fagocitose ou a remoção dos tecidos lesados (SMITH; 
McCAMMON; SMITH et al., 1989). No entanto, esta resposta imediata também tem 
sido observada após exercício isométrico e alongamento passivo sem dano, 
mostrando que a presença de neutrófilos não necessariamente está relacionada à 
presença de lesão (SMITH; McCAMMON; SMITH et al., 1989) 
A neutrofilia precoce pós-exercício é provavelmente devida a uma 
combinação de fatores (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006). Durante o 
repouso, mais da metade dos neutrófilos circulantes encontram-se marginados ao 
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longo da parede endotelial dos vasos sanguíneos. No início do exercício, o aumento 
na epinefrina circulante, fluxo sanguíneo e moléculas sinalizadoras celulares 
removem esses neutrófilos do endotélio, permitindo a estes acesso a circulação e se 
redistribuirem no corpo, conforme a necessidade do organismo (QUINDRY; STONE; 
KING et al., 2003; McINTYRE; REID; McKENZIE, 1995; PYNE, 1994). Os 
mecanismos pelos quais os neutrófilos se translocam até o tecido lesionado estão 
apenas começando a ser compreendidos, o que poderia representar uma estratégia 
chave de intervenção para limitar certos aspectos da inflamação (BUTTERFIELD; 
BEST; MERRICK, 2006). 
O músculo esquelético produz e libera continuamente citocinas, 
peptídeos e proteínas de baixo peso molecular que auxiliam a controlar e mediar 
interações entre as células envolvidas na resposta imunitária (BAGBY; CROUCH; 
SHEPHERD, 1996; DINARELLO, 1994), numa tentativa também de manter a 
homeostase e regular a sua função. Distúrbios simples no músculo esquelético, tais 
como o alongamento ativo durante a contração excêntrica, aumentam 
significativamente a expressão de IL-1β e TNF-α (MALM; NYBERG; ENGSTROM, 
2000). Essas citocinas pró-inflamatórias aumentam a expressão de moléculas de 
adesão leucócito-endotelial (E-selectina) no interior do endotélio dos vasos 
sanguíneos adjacentes (CANNON; ST. PIERRE, 1998; WELLER; ISENMANN; 
VESTWEBER, 1992). A ativação do endotélio ocorre em local específico e pode 
resultar em liberação adicional de IL-1β, além de citocinas pró-inflamatórias 
adicionais, incluindo IL-6 e IL-8, as quais estão relacionadas à neutrofilia 
(KAPLANSKI; FARNARIER; KAPLANSKI et al., 1994; DETMERS; LO; OLSEN-
EGBERG et al., 1990; LIU;  SPOLARICS, 2003). Em contrapartida, foi atribuída a IL-
6 também um efeito antiinflamatório quando esta é liberada durante a realização de 
exercício físico e posicionamentos que promovem estímulos reflexos 
proprioceptivos. Além disso, a IL-6 também atua aumentando a produção de IL-10 e 
de IL-Ra (molécula inibitória dos efeitos inflamatórios causados pelas citocinas pró 
inflamatórias) (WINKELMAN, 2007). Desse modo, a ativação endotelial apresenta 
duas finalidades principais: estimular a adesão de neutrófilos no local da lesão 
celular (marginação) e auxiliar a célula no recrutamento adicional de neutrófilos 





1.3 EXERCÍCIO FÍSICO E O SISTEMA IMUNITÁRIO  
 
 
Os efeitos da atividade física no sistema imunitário têm sido 
constantemente investigados na literatura científica(EKBLOM; EKBLOM; MALM, 
2006). Atualmente, há uma preocupação de que o exercício físico exaustivo poderia 
prejudicar o sistema imunitário, conduzindo o indivíduo a uma aumentada 
suscetibilidade a doenças, nas quais as infecções virais, especialmente as do trato 
respiratório superior (URTI, do inglês Upper Respiratory Tract Infections), têm sido 
foco. Em contrapartida, estudos têm demonstrado que o exercício de intensidade 
moderada reduz as taxas de infecção, especialmente entre os idosos (NIEMAN; 
MILLER; HENSON et al., 1993); entretanto, há uma carência de estudos controlados 
envolvendo grandes populações (WOODS et al., 2002).  
Buscando explicar a possível suscetibilidade à infecções devido à 
prática de exercício físico exaustivo, diversos estudos têm investigado os efeitos 
dessa atividade sobre as células sanguíneas brancas, substâncias sinalizadoras e 
imunidade na mucosa (EKBLOM; EKBLOM; MALM, 2006). Evidências demonstram 
que modificações na mensuração do fenótipo de células sanguíneas brancas após 
exercício físico extenuante podem persistir após setenta e duas horas, a qual 
poderia ser afetada pelo modo e duração da atividade (PEAK, 2002). O evento mais 
proeminente e consistente durante o exercício físico é a neutrofilia e o reduzido 
número de células NK, poucas horas após o término da atividade (PEDERSEN; 
ULLUM, 1994; PEAK, 2002). 
A ocorrência de decréscimo na porcentagem de linfócitos Th1 
circulantes, mas não de Th2, têm sido demonstrados após o exercício físico 
prolongado extenuante (STEENSBERG; TOFT; BRUUNGAARD et al., 2001) e 
grandes cirurgias (BLOTTA, 1997). Além disso, alterações no balanço de linfócitos 
Th1/Th2 em favor da dominância do linfócito Th2 poderia prover uma explicação 
para a elevada suscetibilidade às infecções seguindo o exercício prolongado 
(STEENBERG; TOFT; BRUUNGAARD, et al., 2001) e também a cirurgia 
(BERGUER et al., 1999). 
Em relação à proliferação de linfócitos, a maioria dos estudos 
usaram mitógenos que induzem muitos, ou todos os linfócitos de certo tipo a se 
18 
 
proliferarem (JANEWAY; TRAVERS, 1994). Estudos em seres humanos indicam que 
há declínio na resposta dos linfócitos aos mitógenos fitoemaglutinina (PHA) e 
concavalina-A (Con-A) durante e por até muitas horas após o exercício; isto também 
foi detectado consistentemente em estudos com animais, (Tabela 01) ocorrendo, 
pelo menos em parte, devido ao aumento das células NK na circulação (FRY et.al. 
1992).  
TABELA 01. Efeitos relatados do exercício físico extenuante sobre o sistema imunitário.  Durante Exercício Após Exercício 
Contagem de neutrófilos ↑ ↑↑ 
Contagem de monócitos  ↑ 
Contagem de linfócitos ↑ ↓ 
Contagem células T+CD4 ↑ ↓ 
Contagem células T+CD8 ↑ ↓ 
Contagem de células B +CD19 ↑ ↓ 
Contagem de células NK+CD16+56 ↑ ↓ 
Apoptose linfócitos ↑ ↑ 
Resposta proliferativa aos mitógenos ↓ ↓ 
Resposta dos anticorpos in vitro ↓ ↓ 
IgA da saliva ↓ ↓ 
Atividade das células NK ↑ ↓ 
Atividade das células LAK ↑ ↓ 
Proteína C-reativa  ↑ 
Concentração plasmática de TNF-  ↑ ↑ 
Concentração plasmática de IL-1 ↑ ↑ 
Concentração plasmática de IL-6 ↑↑ ↑ 
Concentração plasmática de IL-1ra ↑↑ ↑ 
Concentração plasmática de IL-10 ↑ ↑ 
Concentração plasmática de TNF-R ↑ ↑ 
↑- Acréscimo; ↓- Decréscimo; ↑↑- Acréscimo acentuado; TNF- -fator de necrose tumoral- ; TNF-R- receptor do 
fator de necrose tumoral; IL- interleucina; MIP- proteína inflamatória macrófago.  
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Intensos períodos de treinamento físico são freqüentemente 
associados com imunossupressão (FITZGERALD, 1988; MACKINNON, 2000) e 
elevada incidência de infecções (GLEESON, 2000). Baseado nestes e em outros 
achados têm sido hipotetizado que poderia haver um elevado risco à infecções 
durante as horas subseqüentes ao exercício físico, comumente referido como 
“Teoria da Janela de Oportunidade” (PEDERSEN; BRUUNSGAARD, 1995). 
A imunodepressão é reconhecida pela diminuição das células CD4+ 
e CD8+, da atividade de neutrófilos, prejuízo da síntese de anticorpos e redução na 
concentração de imunoglobulinas no sangue e saliva (PEDERSEN, 2000).  
Devido às numerosas sessões de treinamento exaustivo, maiores 
episódios de URTI são verificados em atletas de elite do que em indivíduos não 
atletas durante um dado período de tempo. Entretanto, apenas pequenas diferenças 
têm sido reportadas quando se compara com o sistema imunitário de atletas e 
sedentários (EKBLOM; EKBLOM; MALM, 2006). Em estudo conduzido por NIEMAN 
et al (1994), somente a atividade citotóxica das células NK foram significantemente 
diferentes entre maratonistas e sedentários.    
Sabe-se que o exercício físico pode exercer efeitos negativos e 
positivos sobre a função imunitária. A relação entre exercício e suscetibilidade à 
infecções tem sido ilustrado no chamado modelo de curva em “J” (NIEMAN, 1994). 
Este modelo sugere que, enquanto a atividade física moderada poderia melhorar a 
função imunitária acima dos níveis observados em indivíduos sedentários, o 
exercício prolongado e de alta intensidade poderia prejudicar a função imunológica 








Figura 01. Curva em “J” que mostra a relação entre volume e intensidade de exercício físico e o risco 
para infecções no trato respiratório superior (URTI). Este modelo sugere que exercícios moderados 
poderiam reduzir o risco de URTI, enquanto excessivas quantidades de exercício poderiam aumentar 
esse risco (NIEMAN, 1994). 
 
 
Em 1987 o efeito de URTI foi investigado em 2.311 maratonistas 
(NIEMAN et al., 1990). Na semana seguinte à maratona 12,9% contraiu doenças, 
quando comparados à apenas 2,2% em atletas não competitivos. Corredores que 
treinaram >96 km/semana dobraram os casos de doenças quando comparados aos 
que treinaram <32 km/semana. Isto sugeriu que exercício regular e moderado 
diminui a suscetibilidade à infecção em indivíduos que treinaram com carga menor, 
mas em indivíduos que treinaram exaustivamente ou intensamente, a probabilidade 
de contrair infecções aumentou (CASTELL, 2002). Por exemplo, têm sido reportados 
que a realização de aproximadamente duas horas de exercício moderado por dia 
esta associado com uma redução de 29% de URTI, quando comparado ao estilo de 
vida sedentário (MATTHEWS, 2002). Em contraste, têm-se verificado um aumento 
de 100 a 500% no risco de desenvolver infecções nas semanas que precedem um 
evento competitivo de ultra-endurance (NIEMAN, 1990; PETERS, 1993). No entanto, 
o mecanismo imunológico responsável pela elevada suscetibilidade a URTI após 
exercício físico intenso ainda não está completamente elucidado (NIEMAN, 2000). 
Em estudo conduzido por Mackinnon e Hooper (1996) foi demonstrado um baixo 
risco para URTI em indivíduos treinados quando comparado com atletas bem 
treinados. Entretanto, quando se inclui atletas de elite no modelo de curva em “J”, a 
relação entre carga de exercício e risco de infecção é explicada através do modelo 
de curva em “S” (MALM, 2006). 






Risco de URTI 







                                         Baixo    Moderado    Alto      Elite 
Carga de exercício 
Figura 02. Relação proposta de curva em “S” entre carga de treinamento e taxa de infecção 
(Adaptado de Malm, 2006). 
 
 Heath et al (1991) verificaram que a probabilidade de desenvolver 
URTI foi aumentada com a média de corrida em quilômetros por ano, mas somente 
até 2222 km por ano. Isto representa 43 km por semana, o que equivale a uma 
pequena distância de corrida. Acima dos 43 km por semana, essa probabilidade 
permanece constante, sendo que a distância normal de corrida para atletas de elite 
varia de 120-200 km por semana (MALM, 2006). Nieman et al (1990) compararam 
atletas que correram uma média de 32,97 km por semana, relatando que a 
probabilidade para URTI foi menor para os que realizaram maior tempo de corrida. 
Sendo assim, baseado nos estudos publicados acima, um modelo de curva em “S” 
entre carga de exercício e infecção foi proposto (MALM, 2006). 
As alterações no sistema imunitário induzidas pelo exercício físico 
podem ser influenciadas por múltiplos fatores, incluindo modo, duração e 
intensidade do exercício (NIEMAN, 1997), tão bem como horas e dias após a última 
sessão de treinamento, os quais são importantes fatores que poderiam influenciar a 
resposta imunitária (PEDERSEN; TOFT, 2000). Enquanto estudos anteriores têm 
demonstrado que a função imunitária é danificada após um tiro de exercício 




moderado/intenso (PEDERSEN; TOFT, 2000; NGUYEN; TIDBALL, 2003; KWAK, 
2006; SANTOS et al., 2007), outros têm demonstrado que o exercício crônico 
moderado melhora a função imunológica (THARP; PREUSS, 1991; SUGIURA et al., 
2001; LEVADA-PIRES et al., 2007). De fato, Sugira et al. (2001) verificou que a 
capacidade fagocítica e produção de ânion superóxido por macrófagos peritoneais 
foram significantemente aumentadas em ratos treinados quando comparados aos 
sedentários, após doze semanas de treinamento moderado. Similarmente, Tharp e 
PREUSS (1991) demonstraram que a resposta proliferativa de linfócitos do baço 
quando estimulados com concanavalina A (Con-A) ou lipopolissacáride (LPS) foi 
significantemente maior em ratos que realizaram exercício físico moderado. Juntos, 
esses estudos sugerem que a resposta imunitária inata e adaptativa poderiam ser 
modificadas pelo treinamento físico moderado. 
 
 
1.4 ÓLEO DE FÍGADO DE TUBARÃO 
 
 
No decorrer das últimas duas décadas, o interesse pelos óleos de 
peixe tem aumentado consideravelmente, uma vez que estes possuem uma rica 
fonte de ácidos graxos poliinsaturados (PUFA- Polyunstaturated Fatty Acids) 
(NAVARRO-GARCIA; PACHECO-AGUILAR; VALLEJO-CORDOVA et al., 2000). 
Dois desses PUFAs, o ácido eicosapentaenóico (EPA) e o docosahexaenóico (DHA) 
têm tido relevante importância na prevenção ou mesmo redução de doenças 
cardíacas (STANSBY, 1990), inflamatórias (GURR, 1993), além da possibilidade de 
atuação do DHA como suplemento nutricional para o cérebro e no desenvolvimento 
de retinas em bebês (HOFFMAN; UAUY, 1992). 
O óleo de fígado de tubarão é reconhecido como importante fonte de 
PUFAs (BORDIER, SELLIER, FOUCAULT et al., 1996), sendo inclusive empregado 
como medicamento para o tratamento de debilidades em geral entre os povos 
esquimós, habitantes da costa oeste da Noruega e Suécia (KROTKIEWSKI, 
PRZYBYSZEWSKA, JANIK et al., 2003). Além disso, o óleo de fígado de tubarão 
tem sido historicamente utilizado para diversas outras finalidades terapêuticas, tais 
como cicatrização de feridas, tratamento e irritações do trato respiratório e distúrbios 
alimentares (KROTKIEWSKI; PRZYBYSZEWSKA; JANIK et al., 2003).  
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O conteúdo lipídico encontrado nas células de fígado de tubarão tem 
sido investigado e relatado na literatura desde os meados de 1950. Deste conteúdo 
lipídico, cerca 30% a 50% corresponde a moléculas de alquilgliceróis (BROHULT et 
al., 1977; HALLGREN et al., 1978; NAVARRO-GARCIA et al., 2000)  
Os alquilgliceróis têm na sua estrutura química, via uma ligação éter, 
um ácido graxo ligado a uma longa cadeia carbônica, saturada ou insaturada e 
unidas por numerosas duplas ligações, sendo que diversas destas são derivadas de 
éter lipídeo (HALLGREN; LARSSON, 1962). 
A ligação éter é a chave para o entendimento funcional dos 
alquilgliceróis. A ligação C-O-C é encontrada em muitos compostos biológicos 
importantes, como a tiroxina da glândula tireóide por exemplo. Os éteres gliceróis 
são muito difundidos, sendo estes isolados de muitas formas de vida e em diferentes 
arranjos moleculares. A estrutura básica destes compostos consiste de uma 
molécula de glicerol com um ou mais grupamento hidroxila sendo substituída por 





Figura 03. Exemplos de compostos contendo glicerol. Observe que a molécula de glicerol contendo 
três carbonos constitui a estrutura básica para as outras duas moléculas. Note também que o 
triglicerídeo contém somente ácido graxo ligado a éster, enquanto que o alquilglicerol contém também 








Os alquilgliceróis mais comuns são os alcoóis quimil (hexadecil), 
batil (octadecil) e selaquil (octadecenil) (HALLGREN; LARSSON, 1962) (figura 04). 
Dependendo da espécie de tubarão, o óleo extraído pode ser rico em 1-O-
alquilglicerol, o qual exerce efeitos bacteriostáticos, fungistáticos, antiinflamatórios e 
hematopoiéticos (BORDIER; SELLIER; FOUCAULT, et al., 1996); ou esqualeno, 
composto orgânico verificado comumente na superfície da pele humana 
(DAVENPORT; DEPREZ, 1989). 
 
 
Figura 04. Estrutura química das moléculas de alquilglicerol mais comuns. 
 
Uma pequena quantidade de alquilgliceróis é encontrada nas células 
vivas de grande parte dos tecidos animais, principalmente nos órgãos 
hematopoiéticos, incluindo medula óssea, baço, fígado, tecidos linfáticos e sangue 
(SNYDER; WOOD, 1969). Os gliceróis éter lipídicos também são encontrados no 
colostro humano, leite de ovelha e humano, sendo que este contém 
aproximadamente dez vezes mais alquilglicerol que o leite de vaca (HALLGREN; 
NIKLASSON; STALLBERG et al., 1974). 
Algumas moléculas de alquilglicerol apresentam grupamento metóxi 
(-OCH3) no início da sua cadeia alifática, substituindo um átomo de hidrogênio. 
Enquanto os alquilgliceróis em geral apresentam importante atividade biológica, os 
alquilgliceróis metóxi-substituídos são conhecidos por serem ainda mais potentes 
(CARBALLEIRA, 2002). Alguns dos mais antigos lipídeos metoxilados estudados 
foram os alquilgliceróis metoxilados na posição 2 da cadeia alifática, onde em óleo 







                           
Figura 05. Estrutura química do 1-O-(2-metóxi) hexadecilglicerol, um alquilglicerol metóxi substituído 
encontrado no óleo de fígado de tubarão 
 
Os benefícios da ingestão de alquilgliceróis foram verificados 
primeiramente em casos de leucemia infantil, em 1952, onde os pacientes ingeriam 
gordura não saponificável obtida da medula óssea de gado como auxiliar do 
tratamento contra o câncer. Antes disso, em 1930, já se administravam extratos de 
tecido gerador de células sangüíneas para tratar distúrbios sangüíneos como a 
granulocitopenia. Posteriormente foi demonstrado que a fração da medula óssea 
vermelha responsável por estes efeitos correspondia aos alquilgliceróis presentes no 
tecido (BROHULT, 1962). 
Posteriormente, foram verificados diversos efeitos benéficos do uso 
de alquilglicerol tais como: redução dos efeitos colaterais da radioterapia (leucopenia 
e trompocitopenia), inibição do crescimento tumoral, além de estimular e modular a 
resposta imunitária (PUGLIESE et al., 1998). 
Muitos lipídeos sintéticos contendo alquilglicerol também possuem 
atividade farmacológica de grande interesse médico, como atividade antagonista do 
fator de ativação plaquetário e atividade neoplásica. O alquilglicerol não substituído 
por si só já possui várias atividades biológicas; o 1-O-dodecilglicerol estimula a 
produção de anticorpos em ratos (NGWENYA et al., 1991) e ativa macrófagos 
(YAMAMOTO et al., 1988), além também desta forma de alquilglicerol estimular a 
diferenciação de neurônios (VED et al., 1991) e atividade antitumoral (ANDO et al., 
1972).  
Em mamíferos, os alquilgliceróis vindos da dieta são absorvidos sem 
a quebra de sua ligação éter e são usados como precursores de fosfolipídeos de 
membrana em diferentes tecidos. Blank et al (1991) e Reichwald & Mangold (1977) 
relataram que os alquilgliceróis da dieta são incorporados preferencialmente nos 
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fosfolipídeos fosfatidiletanolamina (1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina) e 
fosfatidilcolina (1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina), onde após serem 
incorporados na membrana, estes lipídeos tornam-se disponíveis às células para 
serem usados como precursores de outras moléculas e assim exercerem seus 
efeitos biológicos. Os alquilacilgliceróis gerados a partir da hidrólise de 
fosfatidilcolina ativam a proteína quinase C (PK-C) (ROBINSON et al.,1991). No 
entanto, o 1-O-alquil-2-acil-n-glicerol, um glicerolipídeo encontrado na medula óssea, 
é considerado ser um antagonista da PK-C (FORD et al., 1989). 
Após a ingestão oral, a absorção dos éteres lipídeos ocorre no 
intestino. Cerca de 95 porcento de álcool quimil radiomarcado administrado foi 
absorvido no intestino, enquanto que o restante (5%) foi excretado nas fezes 
(BERGSTROM; BLOMSTRAND, 1956).    
Os alquilgliceróis podem se incorporar na membrana de vários tipos 
celulares, além de plaquetas. Estudos realizados com plaquetas de coelho e 
alquilgliceróis in vitro mostraram que estas moléculas inibiram parcialmente a 
liberação de PAF (fator ativador de plaquetas) e a estimulação das plaquetas. A 
ativação de plaquetas participa de mecanismos envolvidos em várias doenças, e 
podem exercer importante papel no crescimento metastático de células cancerosas 
(PEDRONO et al., 2004). Além disso, foi verificado que o tratamento de 1-O-
alquilglicerol in vitro aumentou a motilidade de espermatozóides e fertilidade, 
sugerindo que este efeito esta relacionado ao metabolismo do PAF e função do 
espermatozóide de suínos selvagens (CHEMINADE et al., 2002). 
 
 
1.5 ÓLEO DE FÍGADO DE TUBARÃO E O SISTEMA IMUNITÁRIO 
 
 
As funções do sistema imunitário podem ser influenciadas também 
pelo estado nutricional. Como componentes cruciais nas dietas, os lipídeos são 
substâncias que exercem profundo efeito na modulação do sistema imunitário. Este 
argumento tem sido demonstrado em numerosos estudos, incluindo um 
epidemiológico realizado em 1980, que revelou a baixa incidência de doenças auto-
imunes em esquimós cuja alimentação era rica em óleo de peixe. Os lipídeos agem 
como importantes moduladores da resposta inflamatória, o que não é 
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surpreendente, uma vez que um grande número de compostos modulatórios são 
derivados da hidrólise de fosfolipídeos de membrana, pela ação de fosfolipases 
(fosfolipase A2, gerando prostaglandinas e leucotrienos; fosfolipase C, que gera 
diacilglicerol; fosfolipase D, que gera ácido fosfatídico) e esfingomielinases que 
geram ceramida (GRIMBLE, 1998; PABLO et al., 2000). 
Os alquilgliceróis possuem muitas propriedades biológicas que os 
diferem significativamente de outros éteres análogos. Dentre estas propriedades 
destacam-se sua ação antibiótica contra diversas bactérias, fungos e parasitas 
(HALLGREN, 1983; CROFT, NEAL; PENDERGAST et al., 1987), imunoestimulação 
(BOERYD; NILSSON; LINDHOLM, et al., 1978; BROHULT; BROHULT; BROHULT 
et al., 1972) e seus efeitos anti-tumorais (HERMMANN; NEUMMAN, 1986; UNGER; 
EIBL; KIM et al., 1987; BROHULT; BROHULT; BROHULT et al., 1986), sendo que 
as duas últimas são características de compostos metil/metóxi-substituídos 
(PAMBLAND; SAMUELSSON; BROHULT et al., 1990). 
Em estudo realizado por Pambland et al. (1990) foi verificado 
também que vários tipos de alquilgliceróis poderiam estimular a resposta funcional 
de neutrófilos em humanos, devido à ativação do metabolismo oxidativo, aumento 
da concentração de cálcio intracelular, ou ambos. Ainda, diferentes tipos de 
alquilgliceróis têm demonstrado estimular plaquetas em diferentes vias (HANAHAN; 
MUNDER; SATUOCHI et al., 1981; HADVÁRY; BAUMGARTNER, 1983). Contudo, 
apesar das inúmeras funções biológicas terem sido constantemente confirmadas por 
diversos estudos, os mecanismos moleculares precisos de ação dos alquilgliceróis 
ainda não estão completamente elucidados (LE BLANC; SAMULSSON; BROHULT 
et al., 1995). 
Na Europa, os alquilgliceróis têm sido usados desde 1934, 
utilizando-se extratos de medula óssea de gado a fim de se tratar granulocitopenia 
(MARBERG; WILES, 1938). Posteriormente, esses investigadores demonstraram 
que a fração não saponificável da medula óssea foi responsável pelo aumento no 
número de leucócitos. 
A ativação da resposta imunitária por alquilgliceróis foi também 
verificada por Homma e Yamamoto (1990), os quais realizaram estudos in vivo 
administrando pequenas doses de alquilgliceróis em ratos, e também estudos in vitro 
com células peritoneais de ratos, incubadas com alquilgliceróis. Nestes estudos, foi 
observado que o breve tratamento com alquilgliceróis produziu significativa elevação 
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da atividade fagocítica de macrófagos, e que esta atividade macrofágica estimulada 
era dependente da participação de células peritoneais não aderentes, ou seja, de 
linfócitos. Esta observação sugere a ocorrência de rápida comunicação de linfócitos 
para macrófagos durante o período de tratamento das células com alquilgliceróis, 
gerando como resultado uma aumentada atividade fagocitária. Ngwenya e Foster 
(1991) observaram resultados similares em estudos in vitro com células peritoneais 
de camundongos deficientes em linfócitos T (BALB/c-nu/nu) e de camundongos 
normais. Os resultados demonstraram a necessidade de linfócitos T para a ativação 
de macrófagos mediada por alquilgliceróis, e também a estimulação da produção de 

















1.6.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Devido à influência do óleo de fígado de tubarão e do exercício físico 
moderado sobre o sistema imunitário, este estudo objetiva investigar os efeitos da 
suplementação com óleo de fígado de tubarão associada ao exercício físico 
moderado sobre a resposta imunitária de ratos treinados. 
 
 
1.6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
Mensurar parâmetro sangüíneo indicador de exercício de 
intensidade moderada, no caso a concentração sérica de lactato. 
Medir a taxa de proliferação de linfócitos obtidos do baço, timo e 
linfonodos mesentérico através da incorporação de timidina radiomarcada em DNA. 
Verificar a capacidade de adesão, atividade fagocítica, volume 
lisossomal, ânion superóxido e de peróxido de hidrogênio em neutrófilos e 
macrófagos. 
















2.1 TIPO DE ESTUDO 
 
 
No presente estudo foi adotado delineamento de pesquisa 
experimental verdadeiro com grupos randomizados, divididos de acordo com o tipo 
de suplementação e realização de treinamento físico em: (a) sedentário (controle); 
(b) sedentário e suplementado com óleo de fígado de tubarão; (c) treinado e não 
suplementado; (d) treinado e suplementado com óleo de fígado de tubarão. Esse 
delineamento de pesquisa proporciona o controle de diversas fontes de ameaça à 






Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo 
comitê de ética em experimentação animal (CEEA) do Setor de Ciências Biológicas 
da UFPR. Para a realização deste trabalho foram utilizados 80 ratos machos da 
linhagem Wistar, provenientes do biotério central do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná, com idade de 60 dias e massa corporal 
aproximado de 200 / 250g. Os animais foram divididos em 4 grupos com 20 
indivíduos: 
A – Sedentários (SED); 
B – Sedentários suplementados com óleo de fígado de tubarão       
(SEDoft); 
C – Exercitados (EX); 







2.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO 
 
 
Após um período de adaptação ao meio líquido (30 minutos de natação por dia, 
durante dois dias, sem uso de sobrecarga), os animais foram submetidos a um 
programa de treinamento físico. Este consistiu de sessões de 1 hora e 30 minutos 
de natação, quatro vezes por semana (Seg., Ter., Qui. e Sex.), divididos em 3 séries 
de 30 minutos com intervalo de 5 minutos entre cada série, com sobrecarga de  6,0 
% do massa corporal (máximo peso considerado como carga aeróbia, equivalente a 
70 % de VO2 máx.) (GOBATTO et al., 2001; ROMBALDI, 1996). Após 3 semanas de 
treinamento, a sobrecarga foi aumentada para 6,5 % do peso corpóreo do animal. O 
período total de treinamento, necessário para produzir as adaptações requeridas foi 
de 6 semanas (GOBATTO et al., 2001). Para a realização do treinamento, foi 
utilizado também um sistema de natação composto por 10 tubos de PVC, com 250 
mm de diâmetro e 60 cm de altura, interligados através de uma central de 
bombeamento e aquecimento de água, comportando um animal por tubo. A 
temperatura da água foi mantida em 30ºC - 32ºC, termicamente neutra para a 
temperatura corpórea do rato (GOBATTO et al., 2001). Todos os animais receberam 
água e ração à vontade e foram submetidos a ciclo invertido claro/escuro 
(22:00/10:00hs) e mantidos em  ambiente com temperatura controlada (23ºC ± 2ºC). 
 
 
2.4 SOBRECARGAS DE CHUMBO 
 
 
Todos os ratos foram pesados 3 vezes por semana, sempre no 
mesmo horário, em balança marca Marte modelo Urano. Bolinhas de chumbo foram 
utilizadas como sobrecarga, ajustadas semanalmente de acordo com a variação da 
massa corporal dos animais.  A sobrecarga com chumbo foi armazenada em coletes 
e presos ao dorso do animal. As sobrecargas utilizadas foram de 6 % até a 3ª 
semana, passando a 6,5 % da massa corpórea do animal até a 6ª e última semana 






A suplementação com óleo de fígado de tubarão foi feita na dose de 
1 g/kg do peso corpóreo do animal, utilizando-se pipeta de volume ajustável, durante 
as 6 semanas de treinamento, 6 vezes por semana (Seg., Ter., Quart., Quint., Sext., 
Sáb.), sempre na parte na manhã. 
 
 
2.6 LACTATO SÉRICO 
 
 
O lactato sérico dos animais foi mensurado uma vez por semana 
(sexta-feira) utilizando-se lactímetro (Accutrend lactate), imediatamente após o 
término do treinamento. Para tanto, foi coletado uma gota de sangue (10 a 15 µL) da 
extremidade da cauda dos ratos.  
 
 
2.7 ORTOTANÁSIA DOS ANIMAIS 
 
 
Os ratos foram ortotanasiados utilizando-se uma guilhotina, dois dias 
após o último dia de treinamento. Foram retiradas amostras de sangue, baço, timo e 
linfonodos mesentérico de cada animal. 
 
 
2.8 OBTENÇÕES DE MACRÓFAGOS E NEUTRÓFILOS 
 
 
Após a ortotanásia, a pele da região abdominal foi removida e 10 mL 
de tampão fosfato-salina (PBS, pH 7,4) foram injetados na cavidade peritoneal dos 





contendo as células foi aspirado com o auxílio de pipeta esterilizada de plástico, tipo 
Pasteur. Em seguida, estas células foram centrifugadas (Eppendorf – Centrifuge 
5810 R) a 1200 rpm, 4 ºC, durante 5 minutos. Os macrófagos então, após descarte 
do sobrenadante, foram ressuspensos em três mL de PBS, para posterior análise de 
parâmetros imunitários.  
Os neutrófilos foram isolados conforme método proposto por BØyum 
(1976). O sangue dos animas foi coletado em tubos tipo falcon contendo 
anticoagulante (EDTA) e mantido sob refrigeração. Posteriormente, o sangue foi 
centrifugado no próprio tubo a 1200 rpm a 4 ºC por min. O plasma foi separado e o 
restante do sangue, transferido para tubo tipo falcon de 50 ml, acrescentando-se o 
mesmo volume em PBS. Em tubos contendo 3 ml de Ficoll-Paque PLUS foi 
acrescentado 8 ml do sangue diluído em PBS. Os tubos foram centrifugados a 1400 
rpm a 18 ºC durante 40 min. A camada superior transparente composta por células 
mononucleares e plaquetas foi desprezada.   
A camada inferior constituída por hemácias e células 
polimorfonucleares foi transferida para outro tubo. Submeteu-se a amostra, duas 
vezes, a lise hipotônica por incubação com solução hemolítica (Tris base (tris 
[hidroximetil] aminometano) 17,0 mM; NH4CL 18,7 mM) em banho-maria a 37 ºC por 
15 min. A solução foi centrifugada a 1200 rpm por 10 min. O sobrenadante foi 
desprezado e as células, ressuspendidas em PBS e contadas em câmara de 






Os reagentes utilizados na preparação das soluções foram obtidos da Reagen 
(Quimibrás Indústria Química Ltda, RJ). Solução de tampão fosfato salina pH 7,4, 10 
mM (PBS) foi utilizada como meio de diluição para os corantes. O fixador utilizado foi 
o Baker formol-cálcio (formaldeído 4%, cloreto de sódio 2% e acetato de cálcio 1%). 
A solução de extração consiste de ácido acético glacial 1% e etanol 50% em água 
destilada. A solução estoque do corante vermelho neutro (Sigma) foi preparada pela 
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dissolução de 20 mg de corante em 1 mL de DMSO (dimetil sulfóxido – Sigma) e a 
solução para uso de rotina foi preparada pela diluição de 20 µL da solução estoque 
em 5 mL de PBS. A solução de vermelho fenol (Sigma) para os ensaios de produção 
de H2O2 consiste de 5,5 mM de dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 8,5 U/mL 
peroxidase “horseradish” (Sigma) em PBS pH 7,4 a 340 mOsm, onde foi 
previamente adicionado 0,05% de zimosan (2,3 x 108 partículas/mL - Sigma), para 
os ensaios de fagocitose, obtendo-se uma solução diluindo-se 40 mg de zimosan em 
6 mL de PBS e adicionou-se 600 µL de vermelho neutro. 
 
 
2.10 PRODUÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 
 
 
A produção de peróxido de hidrogênio foi mensurada utilizando-se o 
método descrito por Pick & Mizel (1981), modificado. Através da oxidação de 
vermelho fenol é possível detectar a produção de H2O2. Alíquotas de 100 µl de 
solução de macrófagos e 10 µl de éster de forbol miristato acetato (PMA – 20 mM) 
foram colocadas em placas de ELISA. Após 1 hora de incubação no escuro (para 
prevenir a foto-oxidação), o sobrenadante foi descartado por inversão da placa e os 
pocinhos receberam 100 µl da solução de vermelho fenol contendo peroxidase 
(horseradish) e zimosan. Em seguida os macrófagos e neutrófilos foram incubados 
por mais 30 minutos e após o término deste tempo a leitura foi feita no comprimento 
de onda de 620 nm em espectrofotômetro (Microplate reader Bio-rad - Benchmark). 
Os resultados foram determinados a partir de uma curva padrão e expressos em 









2.11 MENSURAÇÃO DO ÂNION SUPERÓXIDO 
 
 
 A geração de ânion superóxido foi determinada através da redução 
de “nitroblue tetrazolium” (NBT – Sigma), composto amarelo lipossolúvel que se 
torna insolúvel e de cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Os 
macrófagos (450 µl) foram incubados por 1 hora com 0,1% de NBT e 30 µl de PMA 
(80 mM) em PBS a 37 °C. Esta reação será interrompida pela adição de um volume 
igual de ácido acético glacial. Esta mistura foi centrifugada rapidamente (30 
segundos a 10.000 rpm) e o NBT reduzido, presente no sedimento foi solubilizado 
em 0,9 mL de ácido acético a 50% e sonicado (1 pulso de 30”). Os restos celulares 
foram sedimentados e a absorbância do sobrenadante determinada a 550 nm em 
espectrofotômetro (Ultrospec – 2000). Os dados serão expressos em 
absorbância/106 células. 
 
2.12 ATIVIDADE FAGOCÍTICA 
 
 Foi utilizado o método descrito por Pipe et al. (1995). Foram 
depositados 100 µL da solução de macrófagos e neutrófilos obtidos como descrito 
acima, em placa do tipo ELISA e adicionado 10 µL de zimosan (2,3 x 108 
partículas/mL) corado com vermelho neutro e incubado por 30 minutos. Após este 
procedimento, foram adicionados 100 µL de fixador para interromper o processo de 
fagocitose e 30 minutos depois, a placa foi lavada com PBS e em seguida, 
centrifugada, por 5 minutos a 1.500 rpm, a fim de remover o zimosan e o vermelho 
neutro não fagocitados pelos macrófagos. O vermelho neutro no interior dos 
fagócitos foi solubilizado utilizando-se 100 µL de solução de extração. Após 30 
minutos, foi feita a leitura das placas, a 550 nm utilizando espectrofotômetro 





2.13 VOLUME LISOSSOMAL 
 
Para esta análise, foi utilizado o método descrito por Pipe et al. 
(1995), onde em placa do tipo ELISA foi depositado 100 µL da solução de 
macrófagos e neutrófilos adicionado 20 µL de vermelho neutro a 2%. Após 30 
minutos, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi 
descartado e os pocinhos lavados com PBS, para eliminar o vermelho neutro que 
não foi internalizado pelas células. Foram adicionados 100 µl de solução de extração 
para solubilizar o vermelho neutro que estava dentro dos lisossomos. Esta 
solubilização é possível porque o vermelho neutro é um corante catiônico que se 
difunde através da membrana celular e, uma vez presente no lisossomo, fica 
aprisionado devido à mudança de cargas causada pelo pH ácido do sistema 
lisossomal. Finalmente, após 30 minutos, a placa foi lida a 550 nm utilizando 
espectrofotômetro (Microplate reader Bio-rad - Benchmark). Os dados foram 
expressos em absorbância/106 células. 
 
2.14 OBTENÇÕES DE LINFÓCITOS E PROLIFERAÇÃO LINFOCITARIA 
 
 
Os órgãos linfóides baço, timo e linfonodos mesentéricos foram 
mantidos em PBS com antibióticos (penicilina 10.000 e estreptomicina 10mg/L) 
(PBS+AB), e macerados com auxilio de embolo de seringa e peneira de malha fina, 
em placa de petri. O conteúdo macerado foi filtrado em papel filtro Whatman e 
centrifugado (1.200 rpm ou 400 G, 4 graus ºC) por duas vezes durante 10 minutos. 
Uma alíquota de células foi diluída 1:100 em salina e 100 µl desta foi misturado ao 
mesmo volume de azul de tripan para contagem da viabilidade celular em câmara de 
Neubauer. 
Os linfócitos foram cultivados em placas de 96 escavações, 180 µl 
de solução de células contendo 2×105 células/ escavação, a 37 ºC em atmosfera de 
95% ar/ 0,5% CO2 por 48 h, estimuladas ou não com 20 µl/ escavação do mitógeno 
concanavalina A (Con-A-5 µg/mL) ou LPS. Vinte microlitros/escavação de solução 
contendo (2-14 C)-timidina em meio de cultura (50mCi/mmol) foram adicionados por 
um período adicional de 18h, sob as mesmas condições descritas anteriormente. 
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Após este período as células foram coletadas automaticamente em coletor múltiplo 
(Skatron Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papeis de filtro específicos para 
coleta (COX Scientific- England). Os discos de papel contendo a radioatividade 
incorporada no DNA foram levados para contagem em cintilador Beckman LS 6500.          
 
 
2.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média e 
foram submetidos à análise de variância de duas vias, tendo como fatores, o 
exercício e dieta, seguido de pós-teste de Bonferroni, com nível de significância para 









3.1 PESO CORPORAL 
 
 
Não houve diferença na massa inicial entre os quatro grupos (Figura 
06). No entanto, após seis semanas de treinamento, o peso corporal foi 
significantemente menor nos ratos que se exercitaram (334,9 ± 8,2 e 353,6 ± 8,2  
para os grupos EX e EXoft, respectivamente) quando comparado aos grupos 
sedentários ( 379,7 ± 12,8 e 383 ± 6,3 gramas para os grupos SED e SEDoft, 










          
Figura 06. Evolução da massa corpórea dos animas durante as 6 semanas de 
treinamento. A partir da semana 3 os animais sedentários (SED e SEDslo) tiveram 
maior ganho de peso que ambos os exercitados (p<0,05). Os dados representam a 
média ± EPM de 20, 20, 17 e 19 animais dos grupos SED, SEDslo, EX e EXslo 
respectivamente. 
† P<0,05, SED versus EX; * P<0,05, SEDslo versus EX; # P<0,05, SEDslo versus 
EXslo.      
 
 
3.2 PARÂMETROS IMUNITÁRIOS DE MACRÓFAGOS E NEUTRÓFILOS 
 
Não houve diferença significativante (P< 0.05) entre os 4 grupos na 
fagocitose, volume lisossomal e produção de ânion superóxido e peróxido de 
hidrogênio pelos macrófagos peritoneais (Tabela 02) e neutrófilos sanguíneos 






Tabela 02. Fagocitose, volume lisossomal e produção de ânion superóxido e 
peróxido de hidrogênio por macrófagos peritoneais obtidos de ratos sedentários 






Tabela 03. Fagocitose, volume lisossomal e produção de ânion superóxido e 
peróxido de hidrogênio por neutrófilos sanguíneos obtidos de ratos sedentários 




3.3 PROLIFERAÇÃO DE LINFÓCITOS 
 
3.3.1 Proliferação de linfócitos associados ao intestino 
 
 
A resposta proliferativa de linfócitos associados ao intestino na 
ausência e presença de mitógenos (Con-A ou LPS) esta apresentada na Figura 7. 
Na ausência de estímulo, linfócitos obtidos de ratos sedentários suplementados com 
OFT (SEDoft) apresentaram aumento significativo (P< 0,05) da proliferação basal 
quando comparada à dos sedentários (SED).  O exercício físico (EX e EXoft) 
também causou aumento na proliferação basal de linfócitos (P< 0,05) quando 
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comparada à dos sedentários (SED). No entanto, a associação entre exercício físico 
e suplementação com OFT (EXoft) não exerceu efeito aditivo sobre a proliferação 
basal de linfócitos quando comparada à de ambos fatores isoladamente (P> 0.05 vs. 
SEDoft e EX). Na presença de Con-A, mitógeno para linfócito T, a proliferação de 
linfócitos associados ao intestino aumentou significativamente em 3,6, 2,1, 2,1 e 2,3 
vezes nos grupos SED, SEDoft, EX e EXoft, respectivamente, quando comparada à 
ausência de estimulo (P< 0.05). Sob estimulação com LPS, mitógeno para linfócito 
B, a resposta proliferativa de linfócitos associados ao intestino foi similar à condição 
basal em todos os grupos, exceto no grupo SED, onde houve um aumento de 2,5 





FIGURA 07. Proliferação linfocitária, em contagens por minuto (cpm) de linfócitos 
associados ao intestino dos 4 grupos experimentais (SED, SEDoft, EX e EXoft). (P< 
0.05), após 48 h de incubação na presença de Con-A ou LPS. Os dados 
representam a média ± EPM de 20, 20, 17 e 19 animais dos grupos SED, SEDslo, 
EX e EXslo respectivamente. 
a- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado ao grupo SED sem estimulo.  






3.3.2 Proliferação de linfócitos do baço 
 
A resposta proliferativa de linfócitos do baço na ausência e presença 
de mitógenos (Con-A ou LPS) está apresentada na Figura 08. Na ausência de 
estimulo, linfócitos obtidos dos grupos SEDoft, EX e EXoft apresentaram aumento 
significativo (P< 0,05) da proliferação de linfócitos quando comparada à do SED, 
mas não houve diferença estatística entre eles (P > 0,05). A estimulação com Con-A 
aumentou a proliferação de linfócitos do baço em 2,6, 3,1, 2,1 e 2,4 vezes nos 
grupos SED, SEDoft, EX e EXoft respectivamente, quando comparada à proliferação 
basal (P< 0,05 vs. sem estímulo). Os linfócitos estimulados com Con-A do grupo 
sedentário suplementados com óleo de fígado de tubarão (SEDoft) tiveram a maior 
proliferação quando comparada à dos outros grupos (P< 0,05 ). Na presença de 
LPS, a proliferação de linfócitos B do baço aumentou em 2,5, 2,5 e 3,2 vezes nos 
grupos SEDoft, EX e EXoft respectivamente, (P< 0,05 vs. sem estímulo), mas não 
houve mudança no grupo SED (P> 0,05 vs. sem estímulo). Todos os grupos 
estimulados com LPS apresentaram uma maior proliferação linfocitária quando 











Figura 08. Proliferação em contagens por minuto (cpm) de linfócitos do baço dos 4 
grupos experimentais (SED, SEDoft, EX e EXoft) (P< 0.05) após 48 h de incubação 
na presença de Con-A ou LPS. Os dados representam a média ± EPM 20, 20, 17 e 
19 animais dos grupos SED, SEDslo, EX e EXslo respectivamente. 
a- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado ao grupo SED sem estimulo. 
b- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado a proliferação basal em seu 
grupo sem estimulo. Basal versus Con-A. 
c- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado aos grupos SED, EX e EXoft. 
d- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado a proliferação basal em seu 





3.3.3 Proliferação de linfócitos do timo 
 
A resposta proliferativa de linfócitos do timo na ausência e presença 
de mitógenos (Con-A ou LPS) está apresentada na Figura 09. Na ausência de 
estímulo, a proliferação linfocitária do timo foi maior (P< 0,05) somente no grupo 
sedentário suplementado com OFT (SEDoft) quando comparada à do sedentário. A 
presença de Con-A provocou aumento de 3 vezes no grupo SED, 2,5 vezes no 
grupo SEDoft, 3 vezes no grupo EX e 2,6 vezes no grupo EXoft (P< 0,05 vs. sem 
estímulo). Sob estimulação com LPS, os linfócitos dos grupos SED, SEDoft, EX e 
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EXoft, aumentaram a resposta proliferativa em 1,8, 3,1, 3,3 e 3,2 vezes 
respectivamente, quando comparada com a resposta de proliferação basal (P< 0,05 
vs. sem estímulo). A proliferação de linfócitos do timo na presença de LPS foi menor 




Figura 09. Proliferação em contagens por minuto (cpm) de linfócitos presentes no 
timo dos 4 grupos experimentais (SED, SEDoft, EX e EXoft). (P< 0,05) após 48 h de 
incubação na presença de ConA ou LPS. Os dados representam a média ± EPM 20, 
20, 17 e 19 animais dos grupos SED, SEDslo, EX e EXslo respectivamente.  
a- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado ao grupo SED sem estimulo. 
b- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado a proliferação basal em seu 
grupo sem estimulo.  
d- Diferença significativa (P<0,05) quando comparado a proliferação basal em seu 















O exercício físico pode induzir tanto ao ganho ou perda de massa 
corporal. Esta característica depende da intensidade, duração e principalmente do 
tipo de exercício. Os resultados aqui apresentados demonstraram que após 6 
semanas de exercício, ambos os grupos (SED, SEDoft, EX e EXoft) aumentaram a 
massa corpórea, porém menor que o verificado nos grupos sedentários. Nós 
sugerimos que este pequeno aumento de peso (~10%) nos ratos exercitados 
poderia ser atribuído ao seu grande dispêndio energético diário. Além disso, a 
inclusão de óleo na dieta, como o óleo de fígado de tubarão, não induziu a um 
ganho de peso corporal como efeito colateral, o qual poderia ser uma preocupação 
entre os atletas. 
Foi também bem documentado que a dieta com gordura e com 
ácidos graxos induz a alterações em muitos componentes do sistema imunitário 
(PIZZATO et al., 2006; CALDER 2001;  2002; MEKSAWAN et al., 2004; HILL et al., 
2008). Especificamente, a suplementação crônica com OFT, o qual representa uma 
rica fonte de alquilgliceróis, têm sido ligada a uma melhora na função imunitária, 
incluindo aumento na resposta de macrófagos (BERDEL, 1987), neutrófilos 
(PALMBLAD et al., 1990) e linfócitos (HOMMA; NIEMAN, 1994). De um modo 
similar, muitos estudos têm indicado que o treinamento também melhora a função 
imunológica (NIEMAN, 1994; 1997; PEDERSEN, 2000; BACURAU et al., 2007; 
LEANDRO et al., 2007; LEVADA-PIRES et al., 2007). Entretanto, nenhum estudo foi 
realizado para se avaliar o efeito da combinação ou associação da suplementação 
de OFT e do treinamento sobre a função imunitária. Portanto, o objetivo do presente 
estudo foi investigar o efeito da suplementação crônica com OFT sobre as respostas 
imunitárias de ratos treinados.  
Os macrófagos exercem um papel crítico como primeira linha de 
defesa do hospedeiro contra invasores microbianos pela sua capacidade fagocítica, 
citotóxica e de exterminar o agente invasor (SUGIRA, 2001; ADAMS; HAMILTON, 
1984). Além disso, os macrófagos são importantes também por atuarem como 
células apresentadoras de antígenos (MOURA et al., 2002). Os neutrófilos 
constituem a primeira barreira de defesa contra infecção devido à habilidade dessas 
células em migrar rapidamente para o local de infecção (LEVADA-PIRES et al., 
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2007). Embora estudos anteriores tenham reportado que a estimulação direta por 
OFT ou estimulação indireta por alquilgliceróis poderiam também modificar a 
funcionalidade de neutrófilos (PALMBLAND et al., 1990, LEWKOWICZ et al., 2005), 
nossos resultados mostram que a suplementação crônica com OFT não foi capaz de 
alterar a capacidade fagocítica, volume lisossomal e produção de ânion superóxido e 
peróxido de hidrogênio por macrófagos peritoneais e neutrófilos sanguíneos de ratos 
treinados e sedentários (Tabelas 01 e 02). Estes resultados não são corroborados 
por outros estudos que demonstraram melhora na funcionalidade de macrófagos 
após estimulação por alquilglicerol, um componente éter lipídeo encontrado no OFT 
(HOMMA; YAMAMOTO, 1990; YAMAMOTO; NGWENYA, 1987, YAMAMOTO et al., 
1988). Nós acreditamos que esses achados diferentes possam ser explicados pelos 
diferentes tipos de abordagem utilizados. Yamamoto et al. ( 1988) investigou in vitro 
as atividades de macrófagos peritoneais residentes. Nosso estudo, por outro lado, 
investigou a atividade ex vivo dessas células imunitárias. Portanto, abordagens in 
vitro e ex vivo poderiam ser a razão por estas diferenças observadas.  
Os linfócitos constituem os componentes primários da resposta 
imunológica adaptativa, sendo composto pelos linfócitos B e T (PALMBLAD et al., 
1990). A determinação da resposta proliferativa de linfócitos sob estimulação com 
vários mitógenos in vitro é um ensaio bem estabelecido para examinar a capacidade 
funcional de linfócitos B e T (NIEMAN, 1994). Nós investigamos a proliferação de 
linfócitos obtidos de órgãos linfóides secundários (timo, baço e linfonodo) com o 
propósito de verificar se a resposta imunológica adaptativa poderia ser modulada 
pelo treinamento e/ou possivelmente pela suplementação em um diferente modelo 
(HOFFMAN-GOETZ et al., 1989; FERRY et al., 1991). Primeiro, nós demonstramos 
que a proliferação basal de linfócitos foi aumentada pela suplementação e pelo 
exercício físico, o qual é fascinante. Posteriormente, quando um mitógeno 
estimulador foi adicionado ao meio de cultura, as células se proliferaram ainda mais. 
Entretanto, a proliferação de linfócitos associados ao intestino foi similar entre os 
grupos experimentais, sendo que no baço e timo a proliferação linfocitária foi 
significativamente diferente entre os 4 grupos experimentais. Portanto, os linfócitos 
obtidos de diferentes regiões possivelmente contribuem para os resultados 
controversos em relação ao treinamento e funcionalidade de linfócitos (KWAK, 2006; 
SANTOS et al., 2007; THARP; PREUSS, 1991; HOFFMAN-GOETZ et al., 1989; 
FERRY et al., 1991; PEIJIE et al., 2003). Esses achados e suas diferenças nos 
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levam ao seguinte questionamento: pode-se utilizar células de um determinado 
órgão linfóide e projetar sua resposta como sendo de todo o sistema imunitário? 
Nossa resposta é de que não. Assim, nós acreditamos que estudos buscando 
informações sobre a funcionalidade do sistema imunitário utilizando células de 
diferentes órgãos linfóides devem ser cuidadosamente interpretados, reforçando a 
idéia de que o comportamento funcional de linfócitos obtidos de um órgão linfóide 
em particular não deve ser tomado como padrão para todas as diferentes 
populações linfocitárias. 
Em concordância com prévios estudos (HOMMA; YAMAMOTO, 
1990; PEDERSEN; TOFT, 2000; THARP; PREUSS, 1991; PEIJIE et al., 2003; 
PEDRONO et al., 2004) nossos resultados demonstraram que a suplementação com 
OFT e o treinamento moderado, aumentaram a proliferação de linfócitos do timo e 
baço de ratos, exceto nos linfócitos associados ao intestino. No entanto, nenhum 
efeito sinergista da combinação entre suplementação de OFT e treinamento 
moderado sobre a resposta proliferativa de linfócitos foi verificado. Isto sugere que 
ambos os “tratamentos” (exercício e suplementação com OFT) poderiam 
compartilhar a mesma via de sinalização celular para a ativação da proliferação 
linfocitária. Estudos posteriores deveriam ser realizados a fim de testar esta 
hipótese.  
Sabe-se, até o momento, que os alquilgliceróis exercem influência 
sobre a atividade da quinase protéica C (PK-C) (HEYMANS et al., 1987; ROBINSON 
et al., 1995), enzima envolvida no controle da proliferação e diferenciação celular 
(PUGLIESE et al., 1998). A quinase protéica C encontra-se amplamente distribuída 
entre os órgãos e tecidos, sendo encontrada inclusive em altas concentrações no 
cérebro (NISHIZUKA, 1984). A ativação da PK-C é bioquimicamente dependente e 
fisiologicamente independente de Ca+², sendo esta normalmente uma proteína 
citosólica solúvel inativa. Através da ação de íons Ca+², a PK-C liga-se a uma 
porção da membrana plasmática onde é ativada pelo 1,2 diacilglicerol (DARNELL et 
al., 1990). Também, de acordo com Heymans et al,(1987) estruturas análogas ao 
diacilglicerol, possuindo ligação éter na posição 1 do glicerol, não são 
funcionalmente eficientes para a ativação da PK-C, enquanto que as mesmas 
estruturas, no entanto com ligação éter na posição 2 do glicerol e ligação éster na 
posição 1, permitem a ativação da PK-C. O diacilglicerol, sendo um importante 
ativador fisiológico da PK-C, encontra-se elevado durante a proliferação celular, 
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quando comparado a células quiescentes (WHATLEY et al., 1993; BANFIC et al., 
1993), sugerindo que este composto contribui para a regulação da atividade basal 
da PK-C durante alterações no crescimento celular (WARNE et al., 1995).  
A ativação de linfócitos T é um evento essencial da resposta 
imunológica, onde numerosos fatores de transcrição são estimulados resultando na 
expressão gênica de IL-2 e outras citocinas. De fato, uma potencializada transcrição 
gênica é mediada por segundos mensageiros como o cálcio, onde um aumento na 
sua concentração livre no citossol está relacionado à transcrição de diversos genes, 
engatilhando desta forma um sinal responsável pela ativação de células T, sendo 
que a concentração intracelular de Ca2+ depende do influxo de Ca2+ extracelular e de 
sua liberação dos estoques intracelulares (PEDRONO et al., 2004). De acordo com 
este mecanismo, o Ca2+ seria primeiramente liberado do meio intracelular após a 
ativação de receptor de antígeno, principalmente do retículo endoplasmático, sendo 
então liberado para o meio extracelular (PUTNEY, 1990). Pedrono et al, (2004) ao 
utilizar células T “Jukart” de humanos (linhagem linfocitária leucêmica) verificou que 
os alquilgliceróis poderiam potencializar o influxo de cálcio através, em parte, da 
abertura de canais de Ca2+ voltagem-dependentes, através de uma alta e rápida 
despolarização na membrana plasmática dessas células. 
Tomados juntos, esses estudos demonstram o envolvimento dos 
alquilgliceróis em via de sinalização intracelular, além disso, considerando que estes 
compostos ocorram naturalmente nas células, esses resultados apontam ainda para 



















O principal achado deste estudo foi que a suplementação com OFT, 
o exercício físico e sua associação não causaram efeito sobre a resposta 
imunológica inata, mas aumentou significativamente a proliferação de linfócitos 
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